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TRBs (tribbles homologs) はショウジョウバエの発生や分化に関わる遺伝子 tribbles の哺乳


















 当研究室ではこれまでに、TRB1 が p53 や NFAT (nuclear factor of activated T cells) などの
転写因子の機能を負に制御し、がん細胞の増殖や免疫細胞の活性化などをコントロールし
ていることを明らかにしている。本研究においては、糖代謝を制御し、がん抑制遺伝子とし
ても知られる転写因子 FOXO1 (Forkhead box protein O1) と、広くがん細胞において異常な


















性への TRB1 の影響を検討した。  
最初に、FOXO1 の結合配列を有するレポータープ
ラスミド（(IRE)3-Luc）を用いてレポーターアッセイ
を行い、FOXO1 の転写活性に対する TRB1 の影響を
検討した。すると、HepG2 細胞への FOXO1 の発現
で見られたレポーター活性の上昇が、TRB1 との共発
現により強く抑制されることがわかった。逆に、TRB1 をノックダウンさせると、FOXO1 に
よる転写活性化の増強が見られた。これらの結果から、TRB1 は FOXO1 の転写活性化に対
して抑制的に作用することが示された。そこで次に、FOXO1 により誘導され、糖新生経路
の律速酵素である PEPCK (phosphoenolpyruvate carboxykinase) および G6Pase (Glucose 6-
phosphatase) の mRNA 発現に対する TRB1 の影響を RT-qPCR 法により調べた。HepG2 細胞
で TRB1 をノックダウンさせると、PEPCK および G6Pase とも、それぞれの mRNA 発現レ
ベルは上昇した（Fig. 2A）。以上のことから、TRB1 は FOXO1 の転写活性化を抑制し、その
標的遺伝子であるこれら糖新生関連酵素の発現を抑制することが明らかとなった。 
FOXO1 はリン酸化やアセチル化などの翻訳後修飾によって、細胞内局在や DNA への結
合能が制御され、その結果、転写活性化能も制御されている。特に、インスリンなどで細胞




スリン刺激時の FOXO1 の細胞内局在に対しても TRB1 は影響を与えなかった。さらに、Akt
Fig.1 TRB1 はインスリン刺激によ
って発現が誘導される 
HepG2 をインスリン刺激し TRB1 の
mRNA の発現変化を qPCR 法により検
討したところ、インスリン刺激による
TRB1 の発現増加が確認された。 
による３ヶ所のリン酸化部位を全て Ala に置換した構成的活性型の FOXO1（FOXO1(AAA)）
でも、野生型の FOXO1 と同様に、TRB1 はそれぞれの活性化を抑制した。以上のことから、
TRB1 は FOXO1 のリン酸化による不活性化とは異なるメカニズムでその活性を制御してい
ることが示唆された。 
次に、FOXO1 と TRB1 との細胞内での相互作用を調べたところ、両者が結合することを
免疫沈降法により確認した。続いて、TRB1 が FOXO1 の DNA 結合能に対して影響を与え
るか調べるために、FOXO1 の抗体を用いたクロマチン免疫沈降法（ChIP 法）を行った。
HepG2 細胞の TRB1 をノックダウンすることにより、PEPCK および G6Pase プロモーター
上への FOXO1 の結合が増強することが分かった（Fig. 2B）。また、FOXO1 のコアクチベー
ターの一つであるヒストンアセチル化酵素 CBP (cAMP response element binding protein 
(CREB) - binding protein) も同様に、TRB1 のノックダウンで PEPCK および G6Pase プロモ
ーターへのリクルートが増加した（Fig. 2C）とともに、FOXO1 のアセチル化も上昇してい
た。さらに、FOXO1 転写活性化は CBP の発現によって増強されたが、TRB1 の共発現によ




２ LSD1 は c-Myc の新規標的因子である 
TRB1 遺伝子は 8q24 染色体部位に存在しており、そのごく近傍に、広くがんで異常な活
性化が見られるがん遺伝子 c-Myc が位置している。急性骨髄性白血病 (AML) や前立腺がん
の一部では、8q24 の増幅により、TRB1 と c-Myc とが共増幅されていると報告されている。
c-Myc はがんの悪性化を促すことに加えて、FOXO1 とは逆に解糖系を促進して代謝リプロ
 
Fig.2 TRB1 は FOXO1 の DNA 結合を制御し、糖新生遺伝子の発現を負に制御する 
A : HepG2 に siRNA を用いて TRB1 をノックダウンし、PEPCK の mRNA 発現レベルを qPCR 法により
検討したところ、PEPCK mRNA の発現増加が見られた。 
B, C : HepG2 に siRNA を用いて TRB1 をノックダウンし、FOXO1（B）及び CBP（C）の抗体を用いて




































































がみられる c-Myc による遺伝子転写制御機構の解析を行った。 
ヒストンリシン脱メチル化酵素 LSD1（lysine specific demethylase 1）は、ヒストン H3 の
４番目のアミノ酸であるリシンの脱メチル化を触媒する酵素であり、c-Myc と複合体を形成
して c-Myc による転写活性を正に制御していることが報告されている。興味深いことに、
LSD1 と c-Myc はいずれも各種ヒトがんで高発現していることが知られているが、c-Myc の
遺伝子増幅や転座などと異なり、LSD1 の過剰発現のメカニズムについては理解が進んでい
ない。がんゲノムのデータベースである The Cancer Genome Atlas に登録されたデータを解
析したところ、AML や前立腺がんにおいて c-Myc と LSD1 の各 mRNA 発現の間に正の相関
があることを見出した。そこで、ヒト前立腺がん細胞株 PC-3 において c-Myc をノックダウ
ンさせたところ、LSD1 の発現は mRNA およびタンパクレベルにおいて低下した。また、
HepG2 など他の細胞株においても同様に、c-Myc のノックダウンにより LSD1 の発現量は低
下した。これらの結果から、c-Myc は LSD1 を転写レベルで制御している可能性が考えられ
た。そこで、LSD1 プロモーターを用いたレポーターアッセイを行ったところ、c-Myc の発
現によって LSD1 のプロモーター活性が上昇することが分かった。c-Myc はパートナーであ
る Max と、自身の C 末端に存在する basic helix-loop-helix leucine zipper（bHLH-LZ）領域で
複合体を形成し標的 DNA に結合する。その領域を欠損させた c-Myc ΔLZ を用いたところ、
この変異体では LSD1 プロモーター活性を上昇させなかった。 
次に、c-Myc が LSD1 プロモーターのどの領域に作用しているか解析するために、LSD1 の
様々な⾧さのプロモーターを含むレポータープラスミドを作製した。これらのプラスミド
を用いて c-Myc による LSD1 プロモーター活性を調べたところ、LSD1 プロモーターの-110
から+28 の領域に c-Myc が応答することが分か
った。さらに詳細にこの領域を解析したところ、
c-Myc が結合し得る 2 つの non-canonical な E-
box 配列を見出した。 








以上の結果から、LSD1 は c-Myc の新規の標
的遺伝子であり、過剰発現された c-Myc により




PC-3 細胞をもちいて ChIP 法により c-Myc の
DNA 結合を検討したところ、2 つの E-box 配






























































３ TRB1 による c-Myc 活性制御機構 
近接した遺伝子領域に位置する TRB1 と c-Myc は細胞がん化の促進作用やがん化に伴う
糖・脂質・アミノ酸などの代謝リプログラミング作用など、機能的に類似した点が多い。ま
た、先述のように、一部のがんでみられる染色体の 8q24 領域の増幅は、そこに近接して遺
伝子が存在する TRB1 と c-Myc の両タンパクの過剰発現を引き起こし、細胞のがん化を両
者で促している可能性がある。さらに、両者のクロストークが存在することで、がんの悪性
化がより強く促進されていることも考えられる。そこで本節では、TRB1 が c-Myc の転写活
性制御に関わる可能性について解析を行った。 
c-Myc の結合配列を含むレポータープラスミドを用いてレポーターアッセイを行ったと
ころ、c-Myc による転写活性化を TRB1 が増強することを見出した。同様に、c-Myc の結合
配列（E-box）を有する LSD1 のプロモーターを用いたレポーターアッセイにおいても、c-
Myc によるプロモーターの活性化を TRB1 はさらに増強することがわかった。一方、c-Myc
が遺伝子発現を抑制することが知られているサイクリン依存性キナーゼインヒビターであ
る p21 のプロモーター領域を用いたレポーターアッセイの結果、TRB1 は c-Myc による p21
のプロモーター活性の抑制をさらに増強した。以上の結果から、c-Myc による転写調節を
TRB1 は正にも負にも増強する作用を有することがわかった。そこで、TRB1 と c-Myc とが
細胞内で結合するか、免疫沈降法により検討したところ、両者の結合が観察された。 
最後に、ヒト乳がん細胞株 MDA-MB-231 において TRB1 ノックダウンさせたところ、
LSD1 mRNA 発現の減少が見られた。興味深いことに、TRB1 のノックダウンは c-Myc 発現
も mRNA およびタンパクレベルにおいて減少させていた。この結果から、TRB1 は c-Myc
の転写活性だけでなく、c-Myc の発現レベルにおいても制御していることが示唆された。 
以上の結果から TRB1 は c-Myc の発現を制御し、また c-Myc の転写活性を増強させるこ








2. c-Myc の転写制御に関わる LSD1 が c-Myc の新規標的遺伝子であることを明らかに
した。 
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